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中文摘要中文摘要中文摘要中文摘要 

翰斯勒巴東體 (Bartonella henselae) 是革蘭氏陰性菌，會造成人畜共通傳

染病。貓為保菌者 (reservoir)，為引起貓抓熱 (cat-scratch disease) 的病原

菌，對免疫不全症候群的病人會造成桿菌性血管瘤。我們將 4 株 B. 

henselae 感染細胞後進行比較，發現此菌經由抑制粒線體內在凋亡路徑，

進而促使細胞增生；且不同分離株間促進細胞增生及抑制凋亡的能力不

盡相同，Houston-1 (Hous) 分離株的能力最強，其次為 JK40 與 U-4，最

弱為 JK47。於刺激 ROS 產生的實驗中，只有 JK47 的能力較差，而 Hous

具有最強的細胞侵入能力。發炎反應及細胞黏附能力部分，genotype I 的

Hous 及 JK47 較 genotype II 的 U-4 及 JK40 強。在細胞反應的所有實驗中，

Hous 分離株均具有最強的能力，並於蛋白質體分析中，發現 small heat 

shock protein、acetyl-CoA carboxylase carboxyltransferase subunit alpha、

phage related protein 及 superoxide dismutase [Cu-Zn] precursor 等蛋白質，

在感染後於不同分離株之RNA表現量與各分離株刺激細胞反應強度具有

一致性。此項研究為首次以系統性的方式比較 B. henselae 分離株所引起

的細胞反應與蛋白質圖譜，我們同時發現與 B. henselae 感染細胞後所引

起的細胞反應的相關蛋白質，其極可能是造成致病性的重要因子。 
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Abstract 

Bartonella henselae is an agent capable of causing a wide variety of disease 

syndromes and is an emerging pathogen that causes potentially fetal 

opportunistic infection in patients with acquired immunodeficiency syndrome. 

The most common B. henselae-associated diseases are cat-scratch disease and 

bacillary angiomatosis. In this study, the interaction between B. henselae 

strains and endothelial cells was studied and the candidates in response to the 

pathogenesis were also determined. We identified that B. henselae infection 

inhibited the mitochondria intrinsic pathway and the strain stimulated more 

cell proliferation would suppress more intrinsic apoptotic pathway. Houston-1 

(Hous) strain possessed the strongest ability in stimulating cell proliferation 

and inhibiting infection-induced apoptosis. Further more, Hous, U-4 and 

JK40 induced more ROS production than JK47 did. In bacterial adhesion 

abilities, genotype II (U-4 and JK40 strains) showed better adhesion abilities 

than genotype I (Hous and JK47). However, the invasion ability of Hous was 

the best among all the strains. Hous and JK47 (genotype I) could also induce 

more IL-8 (proinflammatory factor) production than U-4 and JK40 (genotype 

II) did. In proteomic analysis, two-dimensional gel electrophoresis and 

real-time PCR analysis were used to identify virulence factors in B. henselae. 

The mRNA levels of small heat shock protein, succinyl-CoA synthetase 

subunit beta, phage related protein and superoxide dismutase [Cu-Zn] 

precursor were increased in B. henselae after infection. These proteins might 

play important roles in pathogenesis of B. henselae.  
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第一章第一章第一章第一章 前言前言前言前言 

 

第一節 研究緣起 

Bartonella henselae屬於革蘭氏陰性菌，可感染人類及貓，而貓為主要

的保菌者並經由貓蚤傳播 [1]。其所造成的疾病，在具有免疫力

(immunocompetent)的人會造成貓抓熱[2]及心內膜炎 (endocarditis) [3]。而

在免疫不全(immunocompromised)的人則會造成血管瘤桿菌病 (bacillary 

angiomatosis ; BA)、bacillary peliosis (BP)及菌血症 (bacteraemia)  [4, 5]，

孩童尤其容易被感染而造成貓抓熱[6]。BA是由血管內皮細胞新生所造成

[7]，近年來在體外研究發現，B. henselae感染內皮細胞的致病特性為促使

血管內皮細胞增生 [8] ，其途徑是經由活化 NF-κB(nuclear factor 

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)促使interlukin 8 (IL-8)分

泌，因而促進E-selectin等細胞黏著因子 (adhesion molecule) 表現，加強

淋巴球穿入血管內皮細胞[9, 10]。也有研究發現，B. henselae經由抑制凋

亡作用而造成血管內皮細胞增生[11, 12]，但至今其抑制凋亡機轉仍不清

楚。因此我們將藉由研究B. henselae感染血管內皮細胞後所引起的細胞反

應，進一步釐清B. henselae之致病機轉，並期待能確認細菌中致病之蛋白

質。 
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第二節  文獻回顧 

 

2-1 B. henselae之命名 

1990 年從 human immunodeficiency virus (HIV) 病人身上分離出來，

經由分析其細胞膜脂肪酸組成發現與 Rochalimaea quintana (即為

Bartonella quintana) 類似，但其 genomic DNA 經 EcoRV 作用後產生的圖

譜和 R. quintana 不盡相同[13]，而經由 16S rRNA 分析確認其為新種，故

命名為 Rochalimaea henselae[14]。於 1993 年，經由更進一步的 16S rRNA

序列分析，顯示 Bartonella bacilliformis 與包括 Rochalimaea henselae 的四

種分離株相似度更高，故將 R. henselae 改為 B. henselae[15]。 

 

2-2 B. henselae 之染色體序列 

B. henselae 的完整序列於 2003 年由 Alsmark 等人定序完成[16]，

GenBank 編號為 BX897699，NCBI RefSeq 編號為 NC_005956。其染色體

共有 1,931,047 base pair (bp)，共有 1,491 個基因。在 B. henselae 染色體中，

有特殊的高重複性序列 (high fraction of repeated genes) 或部分重複序列

(partially repeated genes)。並於序列分析中發現了 128 個 pseudogenes。B. 

henselae 的基因功能可分為，表面蛋白 (surface proteins)、第四型輸出蛋

白系統(type IV secretion system ; TFSS)、質體及 phage genes。 
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2-3 B. henselae 之 genotype 

於 1996 年，經由 restriction fragment length polymorphism (RFLP) 分析

16S-23S rRNA gene spacer region，將 B. henselae 分成 genotype I 及 II。

genotype I 及 II 之序列有三個 bp 不同[17]。2002 年的研究發現，genotype 

I 轉錄 35-kDa protein 及 Pap31 protein 的基因序列，與 genotype II 不完全

相同，35-kDa protein 有 8 個 bp 在 genotypes 間不同，而 Pap31 protein 則

有 18 個 bp 的不同。2004 年的研究指出，genotype I 帶有的 virB4 基因的

序列與 genotype II 的也不盡相同[18]。2003 年的研究指出，感染 genotype 

I 的貓，再以 genotype II 的細菌攻毒 (challenge)，會有 cross-protection 的

作用[19]；然而，感染 genotype II 的貓，再以 genotype I 的細菌攻毒，則

不會有 cross-protection 的作用[20]。因此，genotype 雖然以 16S-23S rRNA 

gene spacer region 中的 3 個 bp 分型，但在血清學上或染色體中其他基因

序列或表現上亦有所不同。 

荷蘭研究團隊指出，貓抓熱病人的淋巴結中，以分離到 genotype I 為

主，故推斷 genotype I 致病力較 genotype II 強[17]。但於另一項德國的研

究卻呈現相反的結果，分離的細菌以 genotype II 為主[21]。故經由上述研

究結果可推論，genotypes 的分佈可能與地域性有關[22]。於 2002 年的研

究發現，不同部位的病灶分離之細菌基因型會有所不同。於肝臟及脾臟

易分離出 genotype I，而於皮膚及淋巴結易分離出 genotye II [23]，另外也
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有研究指出，人類的貓抓熱病例通常易分離出 genotype I，而在貓身上卻

較易分離出 genotype II [24]。在上述的研究中可發現，genotype I 之菌株

可能對 B. henselae 所造成的疾病，扮演較重要的角色。但 genotype 間之

差異，對 B. henselae 所造成的確定影響至今仍未有定論。 

 

2-4 B. henselae之生物學特性 

B. henselae 為革蘭氏陰性菌，缺乏 oxidase 故為厭氧細菌[25]。培養於

巧克力培養基，初代培養需要經過 5-15 天，繼代之後長出菌落則需要 4

天[13]。保菌者為貓，並存在紅血球中[26]，經由貓蚤傳播[1]，於人類造

成貓抓熱[2]、BA 及 BP 等病症[4, 5]。 

 

2-5 B. henselae感染症之研究 

2-5-1 臨床症狀及組織病理病變 

Bartonella所造成的疾病，在具有免疫力的人會引起貓抓熱[2]，其症

狀為發燒、頭痛與顫抖，症狀可能持續7-14天[27, 28]，並會引起心內膜

炎，患者會發燒與產生皮膚紅疹[3]。在免疫不全的人則會造成血管瘤桿

菌病BA和BP，其症狀為在肝及脾臟會出現血管增生進而形成血管瘤[4, 

5]。在免疫不全的病人身上也容易併發其他病症造成病患死亡，例如：

peliosis hepatis [4]。就組織病變上來看，BA 病變有三個特色，(1)小血管

的增生伴隨著多層的增大的內皮細胞－上皮樣血管瘤  (epithelioid 
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hemangioma) ; (2)混和著發炎細胞包括嗜中性球及淋巴球包圍在未潰瘍

區的血管或較深的已潰瘍區的血管外，此現象稱為化膿性肉芽腫 

(pyogenic granuloma) ; (3) 可 用 Warthin-Starry staining 看 到 群 聚 的

Bartonella 桿菌。 

2-5-2 感染及傳播途徑 

保菌者為貓，並存在紅血球中[26]。細菌感染的動物，經由節肢動物

傳播[29]，再因貓抓使帶有細菌之排泄物經傷口而感染人類[1, 30]。從

Bartonella spp.感染老鼠的動物實驗可發現，細菌經吸血的節肢動物 

(arthropod)，特別是貓蚤 (Ctenocephalides felis)，在宿主血管內皮細胞上

群聚，經過5天即可進入血流中並結合於紅血球上，進一步入侵紅血球並

大量增殖(圖一)[30, 31]。 

2-5-3 B. henselae之流行病學調查 

B. henselae的感染在世界各地都曾經被報導過[32]，在亞洲國家，日

本的血清流行率 (seroprevalence) 為9.1-15.1%，菲律賓為68%，新加坡為

48%，而印度為54% [33]。1998年，臺灣出現第1個貓抓熱病例[34]。2006

年臺灣的研究指出，獸醫相關職業的人 (veterinary-associated individuals) 

在295人中有血清陽性反應 (seropositive) 的比例為1.7% [33]，獸醫相關

職業的人屬於感染的高危險群，但比例僅1.7%，低於日本的15% [35]。此

研究中亦指出，在台灣有50%感染B. henselae的貓，屬於genotype I及
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genotype II的交叉感染，這個比例較世界其他國家高，如泰國的9% [36]。

雖然臺灣獸醫相關職業的人其血清流行率並不高，但因一般人日常生活

中可能常會接觸這些動物，包括貓、狗等，故還是必須小心被感染。 

 

2-6  B. henselae 之致病性因子 (Virulence factors ) 

近代經由分子生物學的研究，已於 B. henselae 中發現數個重要的致病

性因子[37, 38]。BadA (Bartonella adhesin A) / Vomp (variably expressed 

outer-membrane proteins) 為 非 纖 毛 性 的 黏 著 因 子 (non-fimbrial 

adhesion)，使細菌本身自我聚集 (autoaggregation)，並使細菌可黏附於細

胞外基質 (extracellular matrix protein)，進一步造成旁分泌型前血管增生

反應 (paracrine pro-angiogenic response) [39, 40]。在動植物及人的病源菌

中均存在第四型輸出蛋白的系統 (TFSS)，此系統與纖毛組成的通過內膜

及外膜的蛋白通道極為類似。TFSS 可以運送大的分子如 DNA 及蛋白質

等，而研究較多的 TFSS 是 Agrobacterium tumefaciens 的系統 [41]。在

B. henselae 亦有 TFSS 的表現－VirB/VirD4，並與 A. tumefaciens 之輸出蛋

白系統類似[42]，可將 BepA–BepG (Bartonella-translocated effector protein)

藉由此系統運送入細胞內。BepA–BepG 進入內皮細胞後，改變內皮細胞

的表現，包括刺激細胞增生、抑制細胞凋亡及使發炎因子表現 

(pro-inflammatory activation) (圖二 ) [30, 43]。這些都是造成血管瘤 
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(vascular tumour formation) 的原因[44]。 

 

2-7  B. henselae 感染之分子機轉 

B. henselae會感染紅血球，細菌在宿主血管內皮細胞上群聚，經過一

段時間後進入血流中並結合於紅血球上，進一步入侵紅血球並大量增

殖，而造成菌血症[30]。B. henselae亦會群聚在巨噬細胞上，刺激其分泌

hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) [45]，促使血管生成因子  (vascular 

endothelial growth factor；VEGF) 表現，進而啟動血管新生的機制造成內

皮細胞的增生[8, 46]。B. henselae群聚於細胞表面形成菌落，透過侵入體 

(invasome)之構造感染進入血管內皮細胞[47]，此步驟被認為是造成血管

增生的重要步驟[48]。在內皮細胞，B. henselae經由活化NF-κB而使細胞

黏著分子 (adhesion molecule) E-selectin及ICAM-1 (intercellular adhesion 

molecule-1) 表現；此外活化NF-κB亦可使IL-8的表現量增加，受感染的

內皮細胞，會產生自泌性(autocrine)的IL-8 [49]，分泌IL-8可使淋巴球穿入

血管內皮細胞，進而引發免疫反應[50]。在human umbilical vein endothelial 

cells (HUVEC) 的細胞實驗，經由測試caspase 3 / 7 的活性，發現 B. 

henselae 感染後caspase 3 / 7 的活性降低，故可使細胞凋亡現象被抑制

[10, 11]。2005年的研究指出，B. henselae 可抑制Mono Mac 6細胞的凋

亡，並藉由促進cellular inhibitor of apoptosis proteins-1 (cIAP-1) 及-2 
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(cIAP-2)。在正常情況下的細胞，cIAP可抑制細胞凋亡路徑，並於2001年

有研究指出，cIAP-1及cIAP-2的表現可抑制caspase 3 和9 [51]。B. henselae

感染後可促使cIAP-1及cIAP-2的表現，故caspase 3 和9的表現會降低，達

成抑制細胞凋亡的目的。這可部分解釋B. henselae在體內促進血管增生的

原因，但其詳細訊息傳遞路徑仍不清楚[10, 30]。故我們實驗的目的就是

要釐清，4株不同之B. henselae感染內皮細胞後，其確定引發之訊息傳遞

路徑及與caspase 3 和9的直接關係和表現差異，進一步探討caspase 3 和9

與其上下游的蛋白質，如：Bad、Bcl-xL及cytochrome c等的關連。 
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第二章第二章第二章第二章    研究材料與方法研究材料與方法研究材料與方法研究材料與方法 

 

第一節 研究材料 

 

1-1 菌株 

B. henselae Houston-1 (Hous) (ATCC 49882 ; 由Regnery等人於1990年

在美國休士頓的AIDS病人分離)、JK40與JK47 (由UC San Francisco的Dr. 

Jane E. Koehler在美國AIDS病人分離) 及U-4 (由Dr. Bruno B. Chomel在美

國的流浪貓分離)。Hous和JK47為genotype I菌株，而JK40與U-4為genotype 

II菌株，上述菌由中興大學張照勤教授提供。將細菌培養在巧克力培養基 

(TPM，Taiwan) 上，並於37℃培養箱中厭氧培養約4到5天，即可看見菌

落產生。細菌保存方法為，刮取固態培養基上之B. henselae，將其懸浮於

isolation buffer (50% M200培養液，1% glutamin，1% sodium pyruvate，20% 

fetal bovine serum，3% sodium bicarbonate，10% dimethyl sulfoxide)，先於

-20℃放置30分鐘後，再存放於-80℃。 

 

1-2 細胞株 

本次實驗將採用人類的微血管內皮細胞 (human microvascular 

endothelial cell line ; HMEC-1) (the Centers for Disease Control and 

Prevention，USA)，使用 M200 培養液 (Cascade Biologic，USA)，於 37℃ 
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5% CO2 的條件下生長。細胞保存方法為，將細胞以 0.05% trypsin 

(Biological Industries，Israel) 從培養皿上分離下後，以離心方式除去

trypsin ，並使細胞懸浮於中含有 10% DMSO (dimethyl sulfoxide) 

(Sigma-aldrich，USA) 的 M200 培養液的冷凍管，並將冷凍管置於 4℃ 30 

分鐘後，再置於-20℃ 30 分鐘，而後將冷凍管移至-80℃隔夜保存，次日

再將冷凍管移至液態氮中保存。 

 

第二節 研究方法 

 

2-1 細胞反應實驗 

2-1-1 B. henselae 細菌感染實驗 

將HMEC-1細胞以含5% PSA (penicillin，streptomycin，amphotericin) 

之M200培養液培養在96孔培養盤內，每個培養孔內培養10
4
 個細胞，隔

天換成不含抗生素的M200培養液，以multiplicity of infection (MOI) 50及

100 的 比 例 分 別 感 染 0.5×10
6 及 10

6 的 菌 數 ， 並 在 72 小 時 後 以

phosphate-buffered saline (PBS) 清洗2次，再加入0.05% trypsin使細胞從培

養皿上分離，並吸取懸浮液至1.5ml微量離心管中，以待細胞計數。於抑

制細胞凋亡實驗中，細胞感染後24小時加入250nM的actinomycin D 

(Sigma-aldrich，USA)，以人工方式刺激細胞凋亡，而後於24、48、及72

小時收取細胞，並以相同方式收集與計數細胞。 
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2-1-2 細胞之觀察與計數 

本實驗將利用倒立式顯微鏡觀察細胞生長情形，並利用typan blue染

劑 (Biological Industries，Israel) 以10:1之比例與細胞混合均勻後，注入

細胞計數器上以倒立式顯微鏡觀察之，可以初步的鑑別細胞的完整性，

並且計數細胞數量。 

2-1-3 細菌貼附能力實驗 

用 96 孔培養盤以 MOI50 及 MOI100 的 B. henselae 分別感染 1×10
4 個

HMEC-1 細胞，每組實驗為 3 重複。72 小時後以 PBS 清洗兩次，再加入

0.05% trypsin 反應 3 分鐘使細胞懸浮，取部分懸浮液分別稀釋成 2×10
-3

及 2×10
-4 倍，並均勻塗抹在巧克力培養基上，於 37℃培養箱中厭氧培養

5 到 7 天至菌落長出，計算菌落數目。由於該數目中同時計算了貼附在細

胞表面與侵入細胞的菌數，因此必須將菌數減去侵入菌數，進而推算出

細菌貼附能力。表示方式為貼附比例 (adherence rate)，即為細菌貼附數

目除以 HMEC-1 細胞數目後，所得之數值為 1 個細胞所貼附的細菌數量。 

2-1-4 細菌侵入能力實驗 

用 96 孔培養盤以 MOI50 及 MOI100 的 B. henselae 分別感染 1×10
4 個

HMEC-1 細胞，每組實驗為 3 重複。72 小時後，移除上清液後，加入

100µl/ml gentamicin (GIBCO，USA) 反應 2 小時，2 小時後，以 PBS 清

洗 2 次，再加入 0.05% trypsin 反應 3 分鐘使細胞懸浮，取部分懸浮液分
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別稀釋成 2x10
-2及 2x10

-1倍，並均勻塗抹在巧克力培養基上，於 37℃培

養箱中厭氧培養 5 到 7 天至菌落長出，進而推算出細菌侵入能力。表示

方式為侵入比例 (invasion rate)，即為細菌侵入數目除以 HMEC-1 細胞數

目，所得之數值為 1 個細胞中侵入的細菌數量。我們以侵入係數 (invasion 

index) 評估細菌侵入與貼附的比例，其計算方式為侵入比例除以貼附比

例之百分比。 

 

2-2 細胞激素及抗氧化能力之測定 

2-2-1酵素結合免疫吸附分析法 (enzyme-linked immunosorbent assay ; 

ELISA) 

用6孔培養盤以MOI500的B. henselae感染1×10
6個HMEC-1細胞，6小時

後，收集上清液於1.5ml微量離心管。使用human IL-8/NAP-1 module set 

(Bender MedSystems Inc.，USA)。首先配置coating solution，將coating 

antibody加入PBS，使其濃度為5µg/ml，將coating solution以每孔100µl的體

積加入96孔盤，而後放置4℃隔夜。次日將96孔盤取出，用wash buffer 

(0.05% Tween 20於PBS) 清洗1次之後進行blocking的步驟，每孔加入

250µl的assay buffer (0.05% BSA，0.05% Tween 20於PBS) 於室溫搖晃2小

時。而後製備標準品，將3µl之IL-8標準品 (200ng/ml) 加入297µl assay 

buffer使其濃度為2000pg/ml，然後進行序列稀釋使標準品濃度分別為：

1000 pg/ml、500 pg/ml、250 pg/ml、125 pg/ml、63 pg/ml、32 pg/ml和16 
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pg/ml。Blocking後先將96孔盤以wash buffer清洗2次，再依序加入不同濃

度之標準品，然後加50µl sample diluent，而後將50µl之樣本注入與sample 

diluent混合。標準品及樣本皆注入完成後，即可於每孔加入50µl之

biotin-conjugate (以assay buffer稀釋1000倍) 後於室溫搖晃反應2小時。反

應後以wash buffer清洗3次，每孔加入100µl之streptavidin-HRP (以assay 

buffer稀釋1000倍) 後於室溫搖晃反應1小時，作用後以wash buffer清洗3

次，每孔加入100µl tetramethylbenzidine (TMB) substrate solution 後置於室

溫避光約5分鐘直至樣本呈色，而後立即加入100µl 4N硫酸並於OD450下偵

測讀值，每一反應重複3次並取平均值做計算，利用標準品算出濃度對應

公式，樣本讀值經該公式計算後可得IL-8濃度。 

2-2-2 抗氧化酵素Superoxide dismutase (SOD) 之測定 

用 6 孔培養盤以 MOI500 的 B. henselae 感染 1×10
6個 HMEC-1 細胞，

6 小時後，收集上清液於 1.5ml 微量離心管。使用 SOD assay kit (Fluka，

Switzerland) 檢測 superoxide dismutase (SOD) 酵素的活性。SOD 可使超

氧化物(O2
-
)轉變成過氧化物(H2O2)及氧(O2)，而 kit 中的 water-soluble 

tetrazolium salt (WST solution)經超氧化物還原後會產生 water-soluble 

formazan dye，並可於 OD450偵測。故吸光值愈低表示超氧化物產生較少，

而其 SOD 活性相對較高。首先將 20µl 樣本加入樣本孔及 blank 2，並於

blank 1 及 3 各加入 20µl DDW (double distilled water) 。每孔加入 200µl 
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WST working solution (1ml WST solution 於 19ml buffer solution)。於 blank 

2 及 3 加入 20µl dilution buffer，樣本孔及 blank 1加入 20µl enzyme working 

solution (15µl enzyme solution 於 2.5ml dilution buffer)。置於 37°C 反應 20

分鐘，以 ELISA reader 在 OD450下進行測定，每一反應重複 3 次並取平

均值做計算，利用 blank 讀值套入對應公式如下： 

SOD activity (%) = {[(Ablank1-Ablank3)-(Asample-Ablank2)] / (Ablank1-Ablank3)} × 100 

A：Absorbance 

blank 1 中包括 DDW，WST working solution 及 enzyme working solution。 

blank 2 中包括 sample solution，WST working solution 及 dilution buffer。 

blank 3 中包括 DDW，WST working solution 及 dilution buffer。 

經公式計算後可得 SOD 酵素活性，以 SOD activity (%)表示之。 

 

2-3 凋亡相關蛋白質表現量 

2-3-1細胞之總蛋白質抽取 

細胞以 PBS (pH7.4) 清洗 2 次後，加入 200µl lysis buffer (0.5M 

Tris-HCl，pH7.4，10% SDS，0.5M DTT) 使之與細胞反應5分鐘，將此細

胞溶液抽取至1.5ml微量離心管中，以95℃加熱5分鐘，立刻置於冰上冷

卻，並儲存於-20℃。 

2-3-2 蛋白質之定量分析 

採用bovine serum albumin (BSA) 製作蛋白質之標準品檢量線，並以



 

 - 23 - 

Bradford當染劑反應5分鐘，以分光光度計在OD590下進行蛋白質測定。 

2-3-3 西方墨點轉漬法分析 (Western blot assay) 

首先進行sodium dodecyl sulfate (SDS) 電泳分析。將預先鑄好的10% 

sodium dodecyl sulphate – polyacrylamide gel (SDS-PAGE) 從冰箱中取出

後進行電泳，先在於電泳槽入running buffer (0.3% Tris，1.44% Glycine，

0.1% SDS)，注入定量過之經上述方式純化之細胞蛋白質樣品後 (30µg)，

固定120伏特 2小時進行電泳，分析後利用半乾式轉漬 (Hofer TE 22，

Amersham Biosciences，UK)將膠上之蛋白質轉漬 (transfer)至PVDF膜 

(polyvinylidene fluoride) (Hybond-P，Amersham Biosciences，UK) 上，並

將transfer buffer (0.242% Tris，1.44% glycine，15% methanol) 注入轉漬

器，條件為100伏特2小時。轉漬後之濾紙浸於2.5% gelatin，室溫搖晃1小

時後，將以Tris-buffered saline (TBS)稀釋1000倍之一級抗體  (β-actin 

[Chemicon，USA]、cytochrome c、caspase-3、caspase-9 [BioLegend，USA] 、

Bcl-xL [Santa Cruz，USA]或Bad [Cell Signaling，USA] ) 加入轉漬後之

PVDF 膜，並置於4℃隔夜。次日以TBST (TBS，5% Tween 20) 於室溫搖

晃清洗3次，每次皆為10分鐘，再以TBS稀釋10000 倍之二級抗體 

(anti-mouse IgG與anti-rabbit IgG [Amersham Biosciences，UK] ) 加入

PVDF膜，並於室溫下作用1小時，作用後以TBST搖晃清洗3次，每次皆

為10分鐘；處理後將PVDF膜加入Immobilon (Millipore，USA ) 以反應出
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冷光，使用冷光照相系統 (FUJIFILM LAS-3000) 拍照並分析影像。 

 

2-4 二維電泳 (Two dimension-gel electrophoresis ; 2-DE) 

2-4-1 樣本製備 

將培養4天的1×10
9菌量收集後，加入550µl lysis buffer (7 M urea，2 M 

thiourea，4 % CHAPS，0.1%  protease inhibitor [Amersham Biosciences，

UK ] )，然後以13000rpm離心30分鐘取上清液，即為蛋白質。並以2-D 

Quant Kit (Amersham Biosciences，UK) 測量蛋白質濃度後，置於-80 °C

保存。 

2-4-2 二維電泳系統分析 

使用 2-D Clean-Up Kit (Amersham Biosciences，UK) 純化由上述方法

備製之 600 µg 蛋白質，然後重新懸浮在 350 µl 的 rehydration buffer (7 M 

urea，2 M thiourea，4 % CHAPS，20 mM DTT，1 % IPG buffer，0.002 % 

bromophenol blue) 。第一維膠體電泳使用 18 公分且 pH 值為 3-10 之 IPG 

strips (Amersham Biosciences，UK)，使用 Ettan IPGPhor II (Amersham 

Biosciences，UK) ，先以 30V rehydration 16 小時，並於以下的 program

進行 IEF (isoelectric focusing)：電壓 500V，時間 1 小時；電壓 1000V，

時間 1 小時；電壓 8000V，時間 8 小時。經 IEF 後將 strip 放入平衡緩衝

溶液 (6 M urea，2 % SDS，50 mM Tris-Cl pH 8.8，含有 1 % DTT 之 20 % 
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glycerol) 使其作用 15 分鐘，其後再轉移到含有 2.5 %  iodoacetamide 之

平衡緩衝溶液，同樣作用 15 分鐘。第二維膠體電泳使用 12 % SDS-PAGE 

gel，將 IPG (immobilized pH gradient，Amersham Biosciences，UK) strip

放入膠體後使用 PROTEAN II xi cell tank (Bio-Rad，USA) 以 35 mA 進行

電泳。完成第二維膠體電泳後以 coomassie brilliant blue R250 染色，使用

Powerlook 1120 (UMAX，USA) 照膠系統，影像分析系統則使用

ImageMaster
TM 

2D Platinum version 5.0 (Amersham Biosciences，UK)。將

有差異的蛋白質點取下後，進行 matrix-assisted laser desorption ionization 

(MALDI) - time of flight (TOF) -TOF 分析，所得之序列使用 MASCOT 資

料庫分析。 

 

2-5 RNA表現量之測定 

2-5-1 細菌之total RNA抽取 

首先將lysozyme (GeneMark，USA) 溶於TE buffer (10mM Tris-Hcl pH 

7.5，1mM EDTA pH8 )使其濃度為4mg/ml。刮取2盤 (生長4天) B. henselae 

(約2×10
8個菌) 至500µl lysozyme solution，並置於室溫反應30分鐘。加入

1ml Trisolution (GeneMark，USA)後於4°C以12000×g離心10分鐘，將上清

液抽取到新的1.5ml微量離心管，加入200µl chloroform搖晃15秒，並置於

室溫3分鐘，然後於4°C以12000×g離心15分鐘，將上清液抽取到新的1.5ml
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40 個循環 

微量離心管，加入500µl isopropenol (Scharlau，Spain)，並置於室溫10分

鐘，然後於4°C以12000×g離心10分鐘，移除上清液後加入1ml 70% 

ethanol，再於4°C以12000×g離心5分鐘，移除ethanol後風乾10分鐘，加入

30µl diethylpyrocarbonate (DEPC) water，以65°C乾浴20分鐘，抽取之RNA

存放於-20°C。而感染後細菌的RNA收集方法為，用6孔培養盤以MOI50

的B. henselae感染1×10
6個HMEC-1細胞，分別於24、48和72小時收取

RNA。使用分光光度計在OD260下測定，RNA濃度可經由下列公式而得： 

RNA濃度(ng/µl)= OD260 × 稀釋倍數 × 40 (ng/µl) 

2-5-2 即時聚合酶連鎖反應  (Real-time polymerase chain reaction ; 

RT-PCR) 

使用 two-step RT-PCR 的方式。使用 high capacity cDNA reverse 

transcription kit (Applied Biosystems，USA)，將 random primers 加入 RNA

樣本使總體積為 20µl，並置於 37℃ 2 小時反應。加入 2X SYBR Green PCR 

master mix (Applied Biosystems，USA)、forward (F)和 reverse (R)引子後進

行定量 PCR。定量 PCR 的設定條件為： 

 

1. 50℃               2 分鐘 

2. 95℃              10 分鐘 

3. 95℃                15 秒 

4. 60℃               1 分鐘 
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所有的步驟皆使用 Applied Biosystems 7300 real-time PCR system，並使用

Comparative CT method 分析。實驗使用之 internal control 為 B. henselae 

16S rRNA，而所有引子序列如表一。 

 

2-6 基因序列之比較 

2-6-1 Genomic DNA 之抽取 

使用 DNA clean / extraction Kit (GeneMark，Taiwan) 抽取 genomic 

DNA。刮取 1 盤 B. henselae (約 1×10
8個菌) 至 1.5ml 微量離心管，加入

200µl extraction solution 回溶，再加入 20µl 的 protease K 混合均勻後，置

於 56℃培養箱反應 3 小時。反應後加入 200µl binding solution 並混合均

勻，於 70℃水浴槽反應 10 分鐘，反應後加入 200µl 99.8% ethanol 並混合，

將混合液移入已套入收集管之 spin column 中，以 13000rpm 離心 1 分鐘，

移除收集管中的液體後，再加入 300µl binding solution，以 13000rpm 離

心 1 分鐘，移除收集管中的液體後，再加入 700µl wash solution，以

13000rpm 離心 1 分鐘，移除收集管中的液體，這個步驟重複 2 次。將 spin 

column 與收集管以 13000rpm 離心 3 分鐘，將 spin column 套入新的 1.5ml

微量離心管，分 2 次加入預熱的(70℃) 150µl elution buffer，以 13000rpm

離心 3 分鐘，微量離心管中收集之液體即為 genomic DNA，存放於-20℃。 

2-6-2 聚合酶連鎖反應 (PCR) 

將表二中之引子以四分離株之 genomic DNA 為模板 (template)，及
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使用 PCR Master Mix (GeneMark，Taiwan)，於循環控溫儀 (Mastercycler 

gradient 5331，Germany) 中進行聚合酶連鎖反應。 

反應管成分如下： 

               模板 DNA                   5µl 

               F 引子(10µm/ml)              1µl 

               R 引子(10µm/ml)              1µl 

               PCR Master Mix              10µl 

               DDW                       13µl  

               總體積                      25µl  

 

 

 

反應條件如下： 

1. 95℃               2 分鐘 

2. 95℃               1 分鐘 

                  3. 50℃               1 分鐘          35 個循環 

4. 72℃               1 分鐘 

 5. 72℃               15 分鐘 

2-6-3 基因定序及比對 

聚合酶連鎖反應後所得的產物，委託明欣生物科技股份有限公司代為

定序，使用之機型為 ABI3730，利用 Sanger Method ( dideoxynucleotide 

chain termination ) 之實驗原理進行核酸定序。以 BLAST 比對定序後，使



 

 - 29 - 

用 Vector NTI8 ( InforMax, Inc.，USA) 軟體進行各分離株間序列之比對。 

 

2-7 統計學分析 

實驗結果之數據分析使用軟體 JMP
®
 7.0 (SAS Institute Inc.，USA) 之單

因子變異數分析 (One-Way ANOVA Procedure) 進行統計學分析。各組間

之 p 值小於 0.05 即判定具有顯著差異。
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第三章第三章第三章第三章 研究研究研究研究結果結果結果結果 

 

第一節 細胞反應研究 

 

1-1 不同 B. henselae 分離株刺激細胞增生之能力不同 

以 B. henselae 的不同分離株感染 HMEC-1 細胞 24、48 和 72 小時後，

由顯微鏡觀察並計數細胞。可發現 Hous 分離株於感染細胞後 48 小時具

有最好的促進增生能力，並在 MOI50 及 100 約為其他分離株的 1.3 倍(圖

三)，且有顯著差異 (p<0.05)；而 JK40 分離株於感染細胞後 72 小時，MOI

為 50 的時候，使細胞增生的能力較其他分離株強 1.4 倍 (圖三)，U-4 分

離株則在 MOI 為 100 的時候，較其他分離株強 1.5 倍 (圖三)，JK40 及

U-4 與其他分離株比較均有顯著差異(p<0.05)。經感染的 HMEC-1 細胞其

增生的數目及密度都較未感染的細胞明顯增加 (圖四)。 

 

1-2 B. henselae 經由抑制細胞凋亡途徑刺激細胞增生 

使用西方墨點轉漬法以 MOI50 的 B. henselae感染細胞 48小時後的凋

亡相關蛋白質的表現量分析其訊息傳遞之調控路徑，發現 B. henselae 的

感染可調控粒線體的內在凋亡路徑 (mitochondria intrinsic pathway) 中相

關蛋白質之表現。在 Hous 及 JK40 感染的細胞中，Bad、cytochrome c、 

caspase 9 及 caspase 3 的表現量都會較 U-4 及 JK47 感染的細胞少。而抗

凋亡蛋白質，Bcl-xL，其在 Hous 感染的細胞中的表現量會較其他菌株感
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染的細胞高，而 JK47 感染的細胞則有最少的表現量(圖五)。從量化結果

中可明顯地發現，Bad、cytochrome c 及 caspase 3 在感染 U-4 及 JK47 的

細胞中表現量均比未感染及感染 Hous、JK40 的細胞高約 1.2 倍。JK47

感染的細胞其 caspase 9 表現量為未感染及感染 Hous、JK40 的細胞高約

1.6 倍，而 U-4 感染的細胞則為 1.2 倍。Hous 感染的細胞的 Bcl-xL 表現

量較未感染及感染 U-4、JK40 的細胞高，JK47 感染細胞的表現量最差，

為未感染的 0.6 倍，且均具有顯著差異 (p<0.05) (圖五)。從上述實驗可發

現，B. henselae 促進細胞增生，是經由抑制細胞粒線體內在凋亡路徑 (圖

六)，且 4 分離株促進細胞增生能力皆不同，所以我們想了解，其抑制細

胞凋亡的能力是否也有差異。B. henselae 的不同分離株感染 HMEC-1 細

胞後，以 actinomycin D 刺激其細胞凋亡，於刺激凋亡 24、48 和 72 小時

後，由顯微鏡觀察並計數細胞。Hous 分離株於刺激細胞凋亡 48 小時後，

且 MOI 為 100 的情況下，明顯地較其他分離株有較強的抑制凋亡能力，

約為對照組 (只加入 actinomycin D) 的 1.4 倍 (p<0.05) (圖七)。而於刺激

細胞凋亡 72 小時後，JK40 及 U-4 分離株於 MOI50 及 100 均能有效地抑

制細胞凋亡，比 Hous 及 JK47 分離株強 1.5 倍 (p<0.05) ( 圖七 )。經 B. 

henselae 感染的細胞其細胞數目及密度都較只加入 actinomycin D 的高

( 圖八 )。我們亦曾以 actinomycin D 刺激細胞凋亡後，再感染 B. henselae

並觀察其抑制細胞凋亡的能力，但 HMEC-1 細胞卻會大量減少，推測這
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個結果可能因為加入 actinomycin D 後已破壞細胞某些功能，加入 B. 

henselae 感染後，細胞無法負荷其所引起的細胞反應而導致死亡。 

 

1-3 B. henselae 之細胞結合能力與 Genotype 相關 

結合能力實驗分為 2 部份，貼附能力及侵入能力。觀察細菌在巧克力

膠上菌落生長情況並計數，菌落數量較多之分離株，代表其細胞貼附能

力或侵入較強 (圖九、圖十) 。實驗結果發現，感染後 48 小時且 MOI100

時，U-4 之貼附能力較 Hous 強 179 倍，而為 JK47 的 3.7 倍，JK40 之貼

附能力較 Hous 強 116 倍，而為 JK47 的 2.4 倍。感染後 72 小時且 MOI50

時，U-4 貼附能力較 Hous 強 16 倍，而 JK40 較 JK47 強 21 倍，於 MOI100

時，U-4 貼附能力較 Hous 強 4 倍，而 JK40 較 JK47 強 3 倍 (圖十一)，整

體而言，U-4 及 JK40 (genotype II) 較 Hous 及 JK47 (genotype I) 具有較好

的貼附能力; 而侵入能力部分，感染後 72 小時，BH 分離株於 MOI50 時

較其他分離株強 5 倍，而 MOI100 時則為 6.8 倍 (圖十二)。感染後 48 小

時且 MOI50 時，Hous 侵入指數為其他分離株的 36 倍，而 MOI100 時為

256 倍。感染後 72 小時，Hous 侵入指數為 JK47 的 3 倍，卻是 U-4 及 JK40

的 22 倍( 圖十三 )，故 Hous 分離株在侵入能力及侵入指數部分有較好的

表現。 

 

1-4 不同 B. henselae 分離株刺激細胞產生細胞激素與抗氧化能力之比較 
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以 ELISA 測定細胞激素 IL-8 値以評估細胞發炎反應的程度。實驗結

果發現，Hous 及 JK47 分離株會引起較強的細胞發炎反應，約為 U-4 及

JK40 的 1.5 倍 ( 圖十四 )，genotype I 的組別均較 genotype II 的組別表現

量大，且具有顯著差異 (p<0.05)，而同一 genotype 之分離株間對引發 IL-8

表現之能力並無顯著差異。並經由測定 SOD (superoxide dismutase) 之酵

素活性，來觀察細胞因感染所受到的氧化壓力。實驗結果發現，除 JK47

分離株激激感染細胞氧化反應的能力較弱外 (約為控制組之 1.3 倍)，其

餘分離株會使細胞產生顯著的氧化反應，為 JK47 的 1.3 倍且為控制組的

1.7 倍以上(圖十五)，並具有顯著差異(p<0.05)。 

 

第二節  蛋白質體研究 

以二維電泳系統分析 B. henselae 分離株之間蛋白質表現差異。分成 2

組，一組為 Hous 及 U-4 分離株間之比較(圖十六)，另一組為 JK40 及 JK47

分離株間之比較(圖十七)。Hous 的二維電泳分析總共偵測到 246 個點，

而 U-4 的二維電泳分析則有 226 個點，重複的有 209 點，配對率達

88.55%。差異為 2 倍以上有 9 點，從中挑選表現差異較大的 5 個點來進

行 MALDI-TOF-TOF 分析，分析結果如表三。JK40 的二維電泳分析總共

偵測到 330 個點，而 JK47 的二維電泳分析則有 337 個點，重複的有 326

點，配對率達 97.75%。差異為兩倍以上有 12 點，從中挑選表現差異較大

的 6 個點進行 mass spectrometry 分析，分析結果如表四。以 mass 
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spectrometry 分析的 11 個蛋白質點中，有 3 點為 small heat shock protein，

因此共為 9 個不同的蛋白質點。以即時聚合酶連鎖反應分析這 9 個蛋白

質在 4株分離株中之RNA表現量的差異。其中RNA表現量 (RT-PCR) 與

蛋白質表現量 (2-DE) 趨勢相同的共有 5 點，包括 BH-D (superoxide 

dismutase [Cu-Zn] precursor)、BU-A (acetyl-CoA carboxylase 

carboxyltransferase subunit alpha)、BU-B (phage related protein)、47-A (F0F1 

ATP synthase subunit alpha)及 40-E (small heat shock protein) (表五)。

Superoxide dismutase [Cu-Zn ] precursor 中，其他分離株的表現量均較 U-4

高，為 1.2~1.5 倍；Acetyl-CoA carboxylase carboxyltransferase subunit alpha

於 U-4 有最高的表現量，約為其他分離株的 2 倍；Phage related protein

中，JK40 有最高的表現量，為其他分離株的 1.5 倍；small heat shock protein

的 RNA 表現量在 U-4 中最高，其次為 Hous 與 JK40，JK47 中最低； F0F1 

ATP synthase subunit alpha 在 JK47 有最高的 RNA 表現量，為其他分離株

的 5 倍 (圖十八)。這 5 個蛋白質利用即時聚合酶連鎖反應進行進一步分

析其於感染後之 RNA 表現量。將 4 種分離株分別感染 HMEC-1 細胞 24、

48 及 72 小時後，抽取其 RNA，分析後發現，除了 47-A (F0F1 ATP synthase 

subunit alpha)之外，其餘的 4 個蛋白質，在 Hous 分離株在感染後 48 小時

都有最大的 RNA 表現量，其次為 JK40。BH-D (superoxide dismutase 

[Cu-Zn ] precursor)在 Hous 感染細胞後表現量為 JK40 的 11 倍，但為 U-4
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及 JK47 的 30 倍；BU-A (acetyl-CoA carboxylase carboxyltransferase subunit 

alpha) 在 Hous 感染細胞後表現量為 JK40 的 1.3 倍，但為 U-4 及 JK47 的

50 倍；BU-B (phage related protein)在 Hous 感染細胞後表現量為 JK40 的

4 倍，但為 U-4 及 JK47 的 70 倍；40-E (small heat shock protein)在 Hous

感染細胞後的表現量為 JK40 的 24 倍，但為 U-4 及 JK47 的 177 倍 (圖十

九)。 

 

第三節 基因定序及比對 

各分離株之 small heat shock protein、acetyl-CoA carboxylase 

carboxyltransferase subunit alpha、phage related protein 及 superoxide 

dismutase [Cu-Zn ] precursor 核酸序列已取得基因庫序號(附錄一)。核酸序

列部分，各分離株與 Hous 比較結果如下：於 Small heat shock protein 序

列中，僅 U-4 分離株有 2 個 bp 的差別；於 acetyl-CoA carboxylase 

carboxyltransferase subunit alpha 序列中，僅 U-4 分離株有 3 個 bp 的差別；

於 phage related protein 序列中，JK47 分離株有 4 個 bp，而 JK40 則有 5

個 bp 的不同；superoxide dismutase [Cu-Zn ] precursor 序列中，U-4 分離

株有 10 個 bp 不同 (附錄二)。Small heat shock protein 與 acetyl-CoA 

carboxylase carboxyl- transferase subunit alpha 之胺基酸序列，在 4 株分離

株間完全相同。各分離株與 Hous 的胺基酸序列相比，phage related protein
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於 JK47 分離株有 3 個胺基酸序列不同，而 JK40 有 4 個；superoxide 

dismutase [Cu-Zn ] precursor 於 U-4 分離株有 6 個胺基酸序列的差異 (附

錄二)。統計結果顯示，4 株分離株在核酸與胺基酸序列的相似度均在 96%

以上 (表六)。 
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第四章第四章第四章第四章 討論討論討論討論 

於促進細胞增生及抑制細胞凋亡、分析凋亡相關蛋白質的表現量及其

訊息傳遞路徑和刺激ROS產生這些細胞反應實驗中，可發現Hous分離株

具有最強的能力，而於細菌侵入能力的實驗中，Hous分離株亦是最強的

分離株。許多研究顯示，人類的貓抓熱病例較易分離出genotype I [24]，

且genotype I可能具有較強的能力[17]，這些研究中的genotype I均為Hous

分離株。2003年的研究亦指出，Hous分離株 (genotype I) 其virB genes與

Marseille (genotype II) 的序列不同，這可能是Hous分離株具有較強的致

病性的原因之ㄧ[18]。故我們可推測，當B. henselae開始入侵細胞後，可

能為strain-specific，與基因型的差異較無關聯。 

另外由發炎反應及細胞黏附能力實驗中可發現，Hous及JK47分離株

的能力均大於U-4及JK40。Hous及JK47屬於genotype I，而U-4及JK40屬於

genotype II，這個結果顯示，B. henselae於發炎反應及細胞黏附能力，可

能有基因型上的差別。2002年的研究指出，不同部位的病灶分離之細菌

基因型會有所不同。於肝臟及脾臟易分離出genotype I，而於皮膚及淋巴

結易分離出genotye II [23]。2004年的研究指出，屬於genotype II的Marseille

分離株會表現BadA，而屬於genotype I的Hous分離株則不會表現，BadA

為非纖毛性的黏著因子，會活化巨噬細胞HIF-1進而使VEGF產生[40]。我

們認為這可能是genotype II細菌在皮膚及淋巴結的部分較不易獲得養
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分，需要大量的VEGF促進血管增生，故genotype II會表現BadA並有較好

的細菌黏附能力。 

從我們的實驗結果中可發現，在促進細胞增生及抑制細胞凋亡的實驗

中，Hous分離株的能力最強，其次為JK40與U-4，最弱為JK47。而從分

析凋亡相關蛋白質的表現量及其訊息傳遞路徑亦可發現相同的趨勢，

Hous分離株在使抗凋亡蛋白(Bcl-xL)表現量上升及抑制凋亡蛋白(Bad、

cytochrome c、caspase 9及caspase 3) 表現量下降，有最好的能力其次為

JK40分離株。在B. henselae的致病機轉中，抑制血管內皮細胞凋亡是最為

重要的一環[52, 53]，已經證實B. henselae會降低caspase 3 / 7的活性[54]。

十分重要的抗凋亡蛋白質Bcl2，亦會因B. henselae 感染而表現量增加，

且促進凋亡的蛋白質Bax表現量則會減少[49]，而這兩種蛋白質，均與粒

線體的內在凋亡路徑有關，這個結論與我們的研究相符。從細胞反應的

實驗結果，故可推測，不同B. henselae分離株於感染細胞後，會造成不同

抑制程度之粒線體內在凋亡結果，且可能進而使細胞增生結果產生差異。 

2006年的研究指出，B. henselae將BepA蛋白質藉由TFSS送入宿主細

胞後，會細胞的cyclic adenosine monophosphate (cAMP)表現量增加而抑制

細胞凋亡[52]。2005年的文獻指出，cAMP調控細胞凋亡是經由protein 

kinase A (PKA) 抑制cytochrome c、caspase 9及caspase 3的路徑所造成

[55]。將我們的實驗結果與該研究發現整合後可作出以下推測，B. henselae
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感染內皮細胞後，會使cAMP增加進而活化PKA，而PKA經由使其路徑下

游之cytochrome c、caspase 9及caspase 3表現量降低，達到抑制細胞凋亡

的目的。 

經由二維電泳及即時聚合酶連鎖反應的分析實驗，可發現BH-D、

BU-A、BU-B、47-A及40-E，雖然在4分離株間，表現量均不相同，但在

感染後BH-D (superoxide dismutase [Cu-Zn] precursor)、BU-A (acetyl-CoA 

carboxylase carboxyltransferase subunit alpha)、BU-B (phage related protein)

及40-E (small heat shock protein)，其RNA表現量與細胞反應一致，即此4

種基因於Hous分離株感染後表現最高，而Hous在促進細胞增生及抑制細

胞凋亡、分析凋亡相關蛋白質的表現量及其訊息傳遞路徑和刺激ROS產

生這些細胞反應實驗中亦具有最強的能力。從上述結果可歸納出一個結

論，這些特殊的蛋白質應該與B. henselae感染細胞後所引起的細胞反應有

關。為了能更進一步探討B. henselae的致病機轉，我們必須了解這些特殊

蛋白質所扮演功能為何。 Small heat shock protein具有chaperones的功

能，可保護摺疊錯誤的蛋白質，並防止其不正常堆積[56]，也可增進Vir 

membrane proteins的摺疊[57]，此外small heat shock protein可促使因氧化

壓力破壞的蛋白質再摺疊，進而增加細菌對氧化壓力的耐受性[58]。

Acetyl-CoA carboxylase參與脂肪酸的生合成，可將 acetyl-CoA 變成

malonyl-CoA，若acetyl-CoA carboxylase被抑制，則脂肪酸合成就會受阻
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礙[59]。而phage related protein為一種recombinase與基因重組有關[60]。

Superoxide dismutase可以將毒性高的超氧化物 (superoxide) 轉變為毒性

較低的過氧化氫和氧，經研究證實，superoxide dismutase亦可增進

Salmonella Typhimurium 在巨噬細胞內的存活 [61]，且於Helicobacter 

pylori中，因CagA可促進superoxide dismutase表現，可能與CagA的致病機

轉有很大的關係[62]。因此，我們假設當B. henselae感染細胞時，若small 

heat shock protein表現量高，可穩定較多致病因子 (virulent factors) 的摺

疊，使其能發揮更好的作用；而acetyl-CoA carboxylase若表現量高，則可

合成較多脂肪酸，使更多能量產生，則細菌存活能力增強；phage related 

protein表現量高可增加基因重組的機會，使細菌遭遇壓力環境時，能更快

適應；superoxide dismutase的表現量高，可增強B. henselae抵抗氧化壓力

的能力，進而讓細菌的存活率提高。這些因素可使B. henselae感染內皮細

胞更加有利，有效率地引發細胞反應，故這些蛋白質表現量較高的分離

株，可能具有較強的致病性 (圖二十)。 
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第五章第五章第五章第五章    結論與建議結論與建議結論與建議結論與建議 

 

第一節 結論 

我們發現 B. henselae 感染細胞後，於促進細胞增生及抑制細胞凋亡、

分析凋亡相關蛋白質的表現量及其訊息傳遞路徑和刺激 ROS 產生這些細

胞反應實驗中，Hous 分離株具有最強的能力，且於細菌入侵能力的實驗

中，Hous 分離株亦是最強的分離株。故我們推測，當 B. henselae 開始入

侵細胞後為 strain-specific。B. henselae 會使抗凋亡蛋白(Bcl-xL)表現量上

升及抑制凋亡蛋白(Bad、cytochrome c、caspase 9 及 caspase 3) 表現量下

降這條訊息傳遞路徑，進而促使細胞增生。而發炎反應及細胞黏附能力

部分，有基因型上的差異，genotype II 有較好的細菌黏附能力，可能與其

會表現 BadA 有關[40]。並於蛋白質體分析中，發現 small heat shock 

protein、acetyl-CoA carboxylase carboxyltransferase subunit alpha、phage 

related protein 及 superoxide dismutase [Cu-Zn] precursor，其 RNA 表現量

與 B. henselae 刺激細胞反應結果有一致性。Hous 分離株於這些蛋白質表

現量為所有分離株中最高，這些蛋白質可能使 Hous 分離株感染內皮細胞

更加有利，故 Hous 分離株就具有較強的致病性。我們總結，雖然目前詳

細的 B. henselae 致病機轉仍不清楚，但上述這些蛋白質可能扮演重要的

角色，並且與 B. henselae 引起的細胞反應及其侵入能力有關。 
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第二節 建議 

我們發現 B. henselae 感染細胞後，會經由抑制粒線體內在凋亡路徑，

然而 B. henselae 所引發的訊息傳遞路徑，可能不僅有 Bad、Bcl-xL、

cytochrome c、caspase 9 及 caspase 3 這條路徑，為能更了解完整的細胞反

應，可觀察其他與細菌感染相關的訊息傳遞路徑，如 interferon α及

tumour necrosis factor α [53]。而於蛋白質體研究方面，為了能持續研究於

實驗中所發現之特異性的蛋白質分子，如： small heat shock protein、

acetyl-CoA carboxylase carboxyltransferase subunit alpha、phage related 

protein 及 superoxide dismutase [Cu-Zn] precursor，可使用 gene knockout

的方式，研究 B. henselae 在缺乏這些蛋白質的情況下，其感染細胞的能

力是否會改變，確立這些蛋白質的影響，對於 B. henselae 致病機轉的研

究就能有更大的突破。 
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附錄一、各分離株中 4 個可能毒力因子之基因庫序號 

Protein Strain Genebank 

Accession No. 

BU4 GQ220306 

JK40 GQ220307 

Small heat shock protein 

JK47 GQ220308 

BU4 GQ227672 

JK40 GQ227674 

Acetyl-CoA carboxylase 

carboxyltransferase subunit 

alpha JK47 GQ227673 

BU4 GQ227675 

JK40 GQ227677 

Phage related protein 

JK47 GQ227676 

BU4 GQ227678 

JK40 GQ227680 

Superoxide dismutase 

[Cu-Zn ] precursor 

JK47 GQ227679 
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附錄二、B. henselae 分離株中 4 個可能毒力因子之核酸及胺基酸序列比

對，取差異較大片段陳列。 

(A) Small heat shock protein 核酸序列比對 

 

 

(B) Acetyl-CoA carboxylase carboxyltransferase subunit alpha 核酸序列比對 
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(C) Phage related protein 核酸序列比對 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 - 51 - 

(D) Superoxide dismutase [Cu-Zn ] precursor 核酸序列比對 
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(A) Small heat shock protein 胺基酸序列比對 

 

(B) Acetyl-CoA carboxylase carboxyltransferase subunit alpha 胺基酸序列比

對 

 

 

(C) Phage related protein 胺基酸序列比對 

 

(D) Superoxide dismutase [Cu-Zn ] precursor 胺基酸序列比對 
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附錄三、實驗數據總表 

Proliferation 

(cell number) 

  Inhibition of 

Apoptosis 

(cell number) 

  Strain 

24hr 48hr 72hr 24hr 48hr 72hr 

MOI50       

Control 19250±1650 20166.7±1587.7 36666.7±4200.7 13016.7±2222.8  12283.3±840.1  10450±550 

Hous 17556±653.4 26888.9±2240.7 35357.1±1964.3 13646.5±4727.3  14575±275 10266.7±840.1  

U-4 19983.3±2289.8  17839.7±1343.4 45000±2500  10633.3±635.1  13639.3±239.3  13999.1±1231.3 

JK47 19140±1438.4  18043.9±1838.4 44000±7275.8  10413.3±0 12706.9±1270.7 11064.7±0 

JK40 21526.9±358.5  21083.3±1587.7 63931.6±4308.4 10413.3±0 10364.1±1994.6 15675±1741.7  

MOI100       

Control 19250±1650 20166.7±1587.7 36666.7±4200.7 13016.7±2222.8 12283.3±840.1 10450±550 

Hous 16632±462 26142.0±3422.8 36666.7±3000.5 13226.6±3562.9  17600±550 9350±550 

U-4 19800±2520.4  17839.7±1343.4 54166.7±5204.2 13200±1455.2  13639.3±239.3 16365.1±683 

JK47 18260±381.1  19105.3±0 32083.3±1587.7 10413.3±0 11012.6±1941 13523.5±1064.7 

JK40 18008.1±1075.5  19250±0 39487.2±2820.5 13884.4±6012.1  11899.5±664.9  19738.9±2660.4 
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Adhesion rate 

(CFU/cell) 

 Invasion rate 

(CFU/cell) 

 Invasion Index 

(adhesion bactria/ 

invasion bacteria)××××100% 

Strain 

48hr 72hr 48hr 72hr 48hr 72hr 

MOI50       

Hous 1.032±0.122 0.869±0.246 0.059±0.001 0.101±0.017 5.818±0.774 12.403±5.481 

U-4 27.658±4.851 14.048±0.223 0.042±0.021 0.012±0.006 0.16±0.106 0.086±0.039 

JK47 14.102±1.289 0.53±0.132 0.015±0.006 0.016±0.003 0.112±0.051 3.178±1.398 

JK40 28.457±1.487 11.219±5.901 0.057±0.007 0.011±0.002 0.098±0.025 0.122±0.085 

MOI100       

Hous 0.378±0.007 3.090±0.336 0.130±0.051 0.339±0.006 48.566±18.858 11.046±1.38 

U-4 67.613±13.986 13.111±3.029 0.057±0 0.047±0.009 0.084±0.044 0.36±0.011 

JK47 18.147±2.086 2.568±0.123 0.035±0.015 0.05±0.016 0.189±0.064 1.943±0.648 

JK40 43.925±2.809 8.014±1.304 0.042±0.011 0.038±0.008 0.057±0.025 0.492±0.178 
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Strain Protein expression (Western blot) 

(fold to control) 

   

 Bad  Bcl-xL Cytochrome c Caspase 9 Caspase 3 

MOI50      

Control 1±0 1±0 1±0 1±0 1±0 

Hous 0.953±0.046 1.31±0.109 0.983±0.069  0.961±0.062  1.002±0.076  

U-4 1.213±0.05 0.933±0.052 1.318±0.104 1.218±0.01 1.39±0.132 

JK47 1.333±0.046 0.66±0.056 1.208±0.026 1.596±0.026 1.21±0.028 

JK40 0.924±0.014 0.9±0.072 0.9±0.134 0.92±0.096 0.869±0.128 
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圖一：Bartonella spp.在哺乳類宿主的生命週期[31]。 

 

 

圖二：B. henselae 之 TFSS[30]。 
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圖三：不同 B. henselae 分離株促進 HMEC-1 細胞增生能力之比較。(A) 

MOI 為 50；(B) MOI 為 100。＊：48 小時組間比較 p<0.05；#：72 小時

組間比較 p<0.05 
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(A) 

 

 

 

(B) 

 

圖四：HMEC-1 細胞以顯微鏡觀察之生長情況。(A)為未感染之細胞；(B) 

Hous 分離株以 MOI50 感染 48 小時後的細胞。 
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(A) 

(B)  

圖五：比較不同 B. henselae 分離株間調控凋亡相關蛋白質表現量。(A)西

方墨點轉漬法。(B)量化圖。＊：與對照組比較 p<0.05。 
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圖六：B. henselae 調控之粒線體內在凋亡路徑。 
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圖七： 不同 B. henselae 分離株抑制細胞凋亡能力之比較。(A) MOI 為 50；

(B) MOI 為 100。＊：48 小時組間比較 p<0.05；#：72 小時組間比較 p<0.05。 
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(A) 

 

 

 

(B) 

 

圖八：HMEC-1 細胞經 actinomycin D 刺激凋亡後顯微鏡下之生長情況。

(A) 為僅加入 actinomycin D 之細胞；(B) Hous 分離株以 MOI100 感染 48

小時後的細胞。 
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(A)                          (B) 

        

 

(C)                           (D) 

                      

圖九：不同 B. henselae 分離株之貼附能力比較( 72 小時，稀釋 2000 倍 )。

(A) Hous；(B) U-4；(C) JK47；(D) JK40。 
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(A)                           (B) 

       

(C)                            (D) 

       

圖十：不同 B. henselae 分離株之侵入能力比較( 72 小時，稀釋 20 倍 )。

(A) Hous；(B) U-4；(C) JK47；(D) JK40。 
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圖十一：不同 B. henselae 分離株細胞貼附能力之比較。 
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圖十二：不同 B. henselae 分離株細胞侵入能力之比較。 
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圖十三：不同 B. henselae 分離株侵入指數之比較。 

 

圖十四：不同 B. henselae 分離株刺激細胞產生 IL-8 值之比較。＊：

genotypeII (U4 與 JK40)與 genotype I (Hous 與 JK47)比較 p<0.05。 
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圖十五：不同 B. henselae 分離株刺激細胞之 SOD 活性比較。＊：各分離

株間比較 p<0.05。＊：JK47 與其他分離株和控制組比較 p<0.05。 
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(A)                             (B) 

圖十六：Hous(A)及 U-4(B)分離株間二維電泳分析。 

 

 

(A)  (B) 

 

圖十七：JK47(A)及 JK40(B)分離株間二維電泳分析。 
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圖十八(接續下一頁) 

 

 

 

 

 

 



 

 - 70 - 

 

 

(E) 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

Hous U4 JK47 JK40

F
o

ld

 

圖十八： 4 個分離株中之 BH-D ( Superoxide dismutase [Cu-Zn ] precursor ) 

(A)、BU-A ( Acetyl-CoA carboxylase carboxyltransferase subunit alpha ) 

(B)、BU-B ( Phage related protein ) (C)、47-A (F0F1 ATP synthase subunit 

alpha ) (D)與 40-E ( Small heat shock protein ) (E)之 RNA 表現量比較 
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圖十九(接續下一頁) 
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圖十九(接續下一頁) 
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圖十九：4 個分離株於感染細胞後之 BH-D ( Superoxide dismutase [Cu-Zn ] 

precursor ) (A)、BU-A ( Acetyl-CoA carboxylase carboxyltransferase subunit 

alpha ) (B)、BU-B ( Phage related protein ) (C)、47-A (F0F1 ATP synthase 

subunit alpha ) (D)與40-E ( Small heat shock protein ) (E) 之RNA表現量比

較。 
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圖二十：B. henselae 之致病機轉相關蛋白質的功能。 
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表一：即時聚合酶連鎖反應之引子序列。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Spot Primer Sequence (5’-3’) 

47-A-F AGCACCGAGTCGTTTAACACAA 

47-A 

47-A-R TGGTATGGCACTCAATTTGGAA 

40-E-F GCGTTTTCATTTAGCTGATCATGTT 

40-E 

40-E-R CGGCATTTCTCTTTTAAGCTGAAT 

BU-A-F GCCAGCCATAGCCTCTAAAGC 

BU-A 

BU-A-R CATTATTCCGGAGCCCTTAGG 

BU-B-F GCATTTCCGCAGCAGATCA 

BU-B 

BU-B-R CGGCAAGATTGTTGACTTTGG 

BH-D-F GTGCCGCAGGTGGTCATTAT 

BH-D 

BH-D-R TCGACATACAGTGCTGGTAAGTCA 

16S-F GAGAAGAAGCCCCGGCTAAC 

16S rRNA 

16S-R TATCCGCCTACATGCGCTTT 
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表二：聚合酶連鎖反應之引子。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Spot Primer Sequence (5’-3’) 
Length 

( bp) 

40E-SF TGATGATGAAGGGTTAAGAA 

40-E 

40E-SR GAGCCATATACGAAACTTCA 

825 

BUA-SF GCTATCAGCACAAAAGATCC 

BU-A 

BUA-SR TATCGTTTAGTCAATGAACATCA 

1336 

BUB-SF CCTATGCTAACAAAATCCTTATT 

BU-B 

BUB-SR TCCTCTGTTAATCGCTCTGT 

1115 

BHD-SF AATAATGGGTGTTTTTGTCG 

BH-D 

BHD-SR AATTTCACCAGTTTGATTGG 

971 
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表三：Hous 及 U-4 經二維電泳分析所得之差異點。 

Spot 
Genebank 

Accession No. 
Protein Description 

Theoretical 

Mr/pI 

BH-D gi|49475620 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 

precursor 

18850/5.87 

BH-E gi|49476039 Expressed protein 19684/6.14 

 

BU-A gi|49476285 Acetyl-CoA carboxylase 

carboxyltransferase subunit 

alpha 

34927/6.28 

BU-B gi|49475174 Phage related protein 29123/5.80 

BU-C gi|49475510 Small heat shock protein 19074/5.56 

 

 

表四：JK47 及 JK40 經二維電泳分析所得之差異點。 

Spot 
Genebank 

Accession No. 
Protein Description 

Theoretical 

Mr/pI 

47-A gi|49476189 F0F1 ATP synthase subunit 

alpha 

55477/5.91 

 

47-B gi|49476305 Succinyl-CoA synthetase 

subunit beta 

42790/5.07 

47-D gi|49474982 Inorganic pyrophosphatase 20015/5.13 

 

40-C gi|49475012 Peptidyl-prolyl cis-trans 

isomerase 

35575/5.81 

 

40-E 

40-F 

gi|49475510 Small heat shock protein 19074/5.56 
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表五：4 個分離株中 5 個表現差異點之蛋白質量與 RNA 表現量比較。 

Spot Protein 
Protein 

(fold) 

mRNA 

(fold) 

BH-D Superoxide dismutase [Cu-Zn] 

precursor 

－
a
 1.5

 d
 

BU-A Acetyl-CoA carboxylase 

carboxyltransferase subunit alpha 

－
b
 2

 c
 

BU-B Phage related protein 11
 c

 1.5
 c

 

BU-C Small heat shock protein 4.8
 c

 3
 c

 

40-E Small heat shock protein 5
 e

 2
 e

 

47-A ATP synthase subunit alpha 11
 f
 5

 f
 

a 只有 Hous 分離株有表現 

b 只有 U-4 分離株有表現 

c 與 Hous 中相同基因表現量比較之倍數 

d 與 U-4 中相同基因表現量比較之倍數 

e 與 JK47 中相同基因表現量比較之倍數 

f與 JK40 中相同基因表現量比較之倍數  
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表六：4 株分離株間特異蛋白質之核酸及胺基酸序列分析結果。 

Similarity (%)          

Protein 

Nucleotide Amino acid 

Small heat shock protein 99.6%-100% 100% 

Acetyl-CoA carboxylase 

carboxyltransferase subunit alpha 

99.7%-100% 100% 

Phage related protein 99.4%-100% 98.5%-100% 

Superoxide dismutase [Cu-Zn ] 

precursor 

98.5%-100% 96.6%-100% 

 

 

 

 

 

 


